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© Verfahren und Vorrichtung zum dosierten Zufuhren einer biochemischen Analyseflussigkeit auf ein 
Target. 



© Verfahren zum dosierten Zufuhren einer biochemischen Analyseflussigkeit auf ein Target, bei welchem die 
Flussigkeit in kleinen Quanten stotfweise aus einer Dusenkammer durch eine Duse auf das Target ausgestoBen 
wird. 

Ein soiches Verfahren lafit sich vergleichsweise einfach und kostengunstig in der Weise realisieren, dai3 
jeweils ein Teilvolumen der Flussigkeit in der Dusenkammer kurzfristig verdampft und expandiert wird, wenn ein 
Quantum der Flussigkeit ausgesto/ten werden soli. 

Gegenstand der Erfindung ist auch eine entsprechende Vorrichtung mit einem disposiblen Dusenelement, 
welches d<e Analyseflussigkeit herstellerseitig vorgepackt enthalt. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum dosierten Zufuhren einer biochemischen AnalyseflUssigkeit auf 

ein Target, bei dem die Flussigkeit in kleinen Quanten stoflweise durch eine DUse auf das Target 

ausgestoCen wird sowie eine entsprechende Vorrichtung. 

In der klinischen Chemie stellt sich vielfach die Aufgabe, eine AnalyseflUssigkeit auf ein Target dosiert 
5 zu applizieren. Die Flussigkeit kann beispielsweise eine Probenflussigkeit, insbesondere Blul Oder Serum, 

eine Reagenzflussigkeit oder eine Kalibrationsflussigkeit sein. In aller Regel enthalten diese Flussigkeiten 

Proteine oder andere an biochemischen Prozessen beteiligte Makromolekule. 

Das Target, dem die Flussigkeit zugefuhrt werden soli, kann ein Reaktionsgefa/3 sein, wobei in 

Analyseautomaten heute uberwiegend sehr kleine Reaktionsgefafle aus Kunststoff verwendet werden. Ein 
70 anderes Beispiel sind die in der Mikrobiologie vielfach verwendeten Mikrotiterplatten. Ein fur die Erfindung 

besonders wichtiger Fall ist die Applikation der AnalyseflUssigkeit auf einem Analyseelement (vielfach auch 

als "Testtragcr" und in der angclsachsischen Litoratur als "solid state analysis element" bezeichnet). 

Dicser Bcgriff umfatft im Sinnc dor vorliegenden Erfindung sowohl diskrete Analyseelemente als auch 

Bander, Streifen oder andere Formen von kontinuierlichen Analyseelementen, die an einer Dosierstation, an 
75 der die AnalyseflUssigkeit appliziert wird, kontinuierlich vorbeigefuhrt werden konnen. 

Traditionell wurden zum Zufuhren von Analyseflussigkeiten in Analyseautomaten verschiedene Formen 

von Kolben-Zylinderkonstruktionen (Dispensoren und Dilutoren) verwendet. Auf Analyseelemente wurden 

Reagenzien uberwiegend in der Weise appliziert, da/3 eine Tragermatrix, beispielsweise aus Papier, in eine 

Reagenzflussigkeit eingetaucht wurde oder es wurde in einem schichtbildenden Verfahren ein Reagenzfilm 
20 aus einer filmbildenden Polymere enthaltenden Flussigkeit erzeugt. Soweit gezielt auf einer Basisschicht 

eine raumlich abgegrenzte Reagenzflache erzeugt werden sollte, wurde hierzu die Verwendung verschiede- 

ner Drucktechniken vorgeschlagen. 

Die EP-A-119 573 und die EP-A-268 237 (US-A-4 877 745) befassen sich mit Verfahren und 

Vorrichtungen der eingangs bezeichneten Art. Ihre Technik basiert auf der ursprunglich fur Computerdruk- 
25 ker (Tintenstrahldrucker) entwickelten Ink-Jet-Technologie. Beide Schriften enthalten nahere Eriauterungen 

zum vorbekannten Stand der Technik, auf die hier Bezug genommen wird. 

Die EP-A-119 573 befaflt sich insbesondere mit dem Problem, ein kostengunstiges "Pumpenelement" 

zur Verfugung zu stellen, welches als disposibles (einmal verwendbares) Bauteil ausgebildet ist. Die 

Dusenkammer wird dabei im wesentlichen durch einen Abschnitt eines elastisches Schlauches gebildet, 
30 welcher Teil des Pumpenelementes ist. Gegen dessen Seitenflache ist eine elektromagnetisch bewegte 

Zylinderstange gerichtet, die jeweils gegen den Schlauch bewegt wird, wenn ein Tropfen ausgestoCen 

werden soil. 

In der EP-A-268 237 ist eine Vorrichtung beschrieben, bei der die Dusenkammer aus einem Rohrstuck 
besteht, welches von einem koaxialen, ebenfalls rohrformig ausgebildeten piezoelektrischen Betatigungsele- 
35 ment umschlossen ist und komprimiert wird, wenn ein Tropfen ausgestofien werden soil. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren oder eine Vorrichtung zum Applizieren von 
Mikroquanten biochemischer Analyseflussigkeiten zur Verfugung zu stellen, welches im Vergleich zu den 
vorbekannten Verfahren konstruktiv weniger aufwendig ist und eine hochgenaue Dosierung sehr kleiner 
Quanten (weniger als 1 ul) mit hoher Frequenz (mehr als 1000 Hz) ermoglicht 
40 Die Aufgabe wird bei einem Verfahren der eingangs bezeichneten Art dadurch gelost, da/3 ein 

Teilvolumen der Flussigkeit in der Dusenkammer jeweils kurzfristig verdampft und expandiert wird, um ein 
Quantum der Flussigkeit durch die Duse auszusto/3en. 

Die dem erfindungsgemaflen Verfahren zugrundeliegende Technologie ist von Computerdruckern 
bekannt. Sie wird dort als "Bubble- Jet-Technik" bezeichnet. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde 
45 uberraschenderweise festgestellt, da/3 sich diese Drucktechnik auf das Applizieren von Analyseflussigkeiten 
ubertragen la/3t. 

Die Verwendung dieser Technik fur Analyseflussigkeiten erweist sich als auflerordentlich vorteilhaft Es 
ist insbesondere moglich, auf wirtschaftliche Weise disposible Duseneinheiten herzustellen, welche die 
AnalyseflUssigkeit (vor allem Reagenzien oder Kalibrationsflussigkeiten) in vorgepackter Form enthalten. 
50 Dadurch werden bedeutende Vereinfachungen und Verbesserungen auf dem Gebiet der automatischen 
Analyse moglich, wie im folgenden noch naher erlautert wird. 

Im Vergleich zu der EP-A-119 573, in der die Moglichkeit von disposiblen "Pumpelementen" mit 
vorgepackten Reagenzien bereits angesprochen wird, zeichnet sich die Losung gema/3 der vorliegenden 
Erfindung vor allem dadurch aus, da/3 keinerlei mechanisch bewegliche Teile erforderlich sind. Dies fuhrt zu 
55 einer erhohten Zuverlassigkeit. Auflerdem konnen sehr kleine Flussigkeitsquanten mit vergleichsweise 
hoher Frequenz hergestellt werden. 

Im Vergleich zu der EP-A-268 237 wird eine wesentliche konstruktive Vereinfachung erzielt. Die 
Herstellungskosten sind erheblich niedriger. Die bei dem piezoelektrischen Verfahren erforderliche Reini- 
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gung des Dusenkanals entfallt. 

Die Tatsache, da/3 die Bubble-Jet-Technik trotz dieser bedeutenden Vorzuge bisher noch nicht fur das 
dosierte Applizieren biochemischer Analyseflussigkeiten vorgeschlagen wurde, durfte darauf zuruckzufuhren 
sein, da/3 diese Technik notwendigerweise bedingt, da/3 die Analyseflussigkeit sehr stark erhitzl wird. Es war 

5 daher zu befurchten, da/3 die in der Flussigkeit enthallenen Makromolekule, insbesondere Eiweiflsubstan- 
zen, in ihrer Funktion irreversibel geschadigt werden oder da/3 es zu Denaturierungen oder Aggregatbildun- 
gen kommt, die zu einer Verstopfung der Dusen fuhren. Besonders empfindiich gegen starke Erhitzung sind 
Enzyme Uberraschenderweise wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung jedoch festgestellt, dafl die 
mit dem Bubble-Jet-Verfahren verbundene Belastung der Analyseflussigkeit nicht zu einer praktisch 

io bedeutsamen Beschadigung der darin enthaltenen Makromolekule oder zu Dosierproblemen fuhrt. So 
haben beispielsweise Vergleichsversuche, bei denen die enzymatische Aktivitat in einer bestimmten 
Losungsmengc bcstimmt und anschliotfend diese Losung mit dem erfindungsgema/ten Verfahren verarbei- 
tet wurdo, zu dem Ergebnis gefuhrt, da/3 die ursprungliche Aktivitat nach der Applikation auf ein Target zu 
uber 90% wiedergefunden wurde. 

75 Die Erprobung verschiedener Analyseflussigkeiten hat uberraschenderweise zu dem Ergebnis gefuhrt, 

da/J in einem verhaltnismatfig breiten Vikositatsbereich (etwa zwischen 1 centistoks und mehr als 10 
centistoks) gearbeitet werden kann. Dies ist ein besonderer Vorteil gegenuber den vorbekannten Ink-Jet- 
Applikationen von Analyseflussigkeiten, weil dort ein sehr viel engerer Viskositatsbereich eingehalten 
werden mu/3. Auch bezuglich der Oberflachenspannung, die durch Zugabe von Detergenzien oder wahlge- 

20 eigneter Losungsmittel beeinflu/3t werden kann, hat sich das erfindungsgemafle Verfahren uberraschender- 
weise als relativ unkritisch im Vergleich zu der bekannten Technik erwiesen. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand eines in den Figuren schematisch dargestellten Ausfuhrungs- 
beispiels naher erlautert; es zeigen: 

Fig. 1 eine Prinzipdarstellung -teilweise als Blockschaltbild- einer Vorrichtung zur Herstellung von 

25 Analyseelementen. 

Fig. 2 einen auf der Erfindung basierenden Analyseautomat in einer perspektivischen Prinzipdarstel- 
lung. 

Fig. 3 eine Aufsicht auf einen Reagenzbereich eines Analyseelementes, 
Fig. 4 zwei Eichkurven zu Beispiel 4. 

30 Fig. 1 zeigt, wie Reagenzflussigkeiten als vorbestimmtes Muster von Kompartimenten auf den Reagenz- 
bereich 1 eines Analyseelementes 2 appliziert werden konnen. Der Begriff "Kompartimenf (englisch: 
compartment) bezeichnet dabei einen abgegrenzten Teilbereich. Uber dem Reagenzbereich 1 ist ein 
insgesamt mit 3 bezeichneter Dusenkopf mit einer Dusenkammer 4 und einer Duse 5 angeordnet. In der 
Dusenkammer 4 befindet sich ein Heizelement 7, welches in thermischem Kontakt zu in der Dusenkammer 

35 4 enthaltener Analyseflussigkeit 6 steht. Von einer Steuereinheit 8 gesteuert wird uber einen Impulsgeber 9 
und einen Verstarker 10 jeweils ein Stromimpuls an das Heizelement 7 angelegt, wenn ein Quantum 
Analyseflussigkeit 6 aus der Duse 5 ausgesto/3en werden soil. Dabei bildet sich sehr schnell (innerhalb von 
ca. 200 usee) eine Dampfblase 11. Durch deren Expansion wird ein Flussigkeitstropfen aus der Duse 5 
ausgesto/Jen. Die Dusenkammer 4 ist uber eine Leitung 12 mit Filter 13 mit einem Vorratsbehalter 14 fur 

40 Analyseflussigkeit 6 verbunden. Dusenkopf 3, Filter 13 und Vorratsbehalter 14 konnen in einer disposiblen 
Cartridge ("Duseneinheit") untergebracht sein. 

Das Analyseelement 2 la/3t sich mit Hilfe eines ebenfalls von der Steuereinheit 8 gesteuerten X-Y- 
Antriebs 15 und eines Positioniertisches 16 in beide Flachenrichtungen des Reagenzbereiches 1 so 
positionieren, da/3 nacheinander aus der Duse 5 ausgestoflene Reagenzflussigkeitsquanten ein vorbestimm- 

45 tes Muster bilden. Selbstverstandlich kann alternativ oder zusatzlich auch der Dusenkopf 3 entsprechend 
bewegt werden. 

In Fig. 1 ist ein Dusenkopf 3 mit nur einem Heizelement 7 und einer Duse 5 dargestellt. Vorteilhafter- 
weise konnen jedoch die fur Tintenstrahl-Druckverfahren gebrauchlichen Dusenkopfe mit einer Mehrzahl 
von Dusen (meist 9. 12 oder 24 Dusen) verwendet werden. Dadurch kann die erlorderliche Bewegung des 

so Analyseelements 2 bei der Erzeugung eines vorbestimmten Musters reduziert und die Dosierleistung erhoht 
werden. Insbesondere ist es mSglich, mit einer Relativbewegung des Analyseelements 2 bezuglich des 
Dusenkopfes 3 in nur einer Raumrichtung ein zweidimensionales Muster der Analyseflussigkeit 6 auf der 
Reagenzflache 1 zu erzeugen. Bei Verwendung eines DOsenkopfes 3 mit mehreren Kanalen ist selbstver- 
standlich der Impulsgeber 9 und der Verstarker 10 entsprechend mehrkanalig ausgelegt. 

55 Abgesehen von den hier beschriebenen Besonderheiten konnen die fur die Bubble-Jet-Technik bekann- 

ten konstruktiven Elemente bei der Erfindung verwendet werden. Es ist deshalb nicht erforderlich, auf 
konstruktive Einzelheiten der Vorrichtung, insbesondere der Dusenkammer, der Duse oder der Heizelemen- 
te einzugehen. Diese Angaben konnen der Literatur uber Bubble-Jet-Tintenstrahldrucker entnommen 
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werden. 

Wie oben dargelegt besteht ein besonderer Vorteil der Erfindung darin, da/3 eine so kostengUnstige 
Herstellung einer Duseneinheit moglich ist, da/J sie als disposibles Element gestaltet sein kann, welches 
einen Vorrat an Analyseflussigkeit benutzungsfertig (herstellerseitig vorgepackt) enthatt. Dadurch entfallen 

5 aufwendige Handhabungsschritle bei der Durchfuhrung von Analysen mil enlsprechenden Geraten. So ist 
es moglich, mit verhaltnisma/3ig geringem konstruktivem Aufwand autferordentlich vielseitig einsetzbare und 
einfach bedienbare Analysesysteme (bestehend aus Gerat und spezifisch darauf abgestimmten Reagen- 
zien) zur Verfugung zu stellen. Ein solches System ist beispielhaft in Fig. 2 dargestellt. 

Bei dem in Fig. 2 dargestellten Gerat wird als Analyseelement ein Band 20 eingesetzt, welches aus 

w einem geeigneten Reagenz-Tragermaterial, beispielsweise Papier oder einer Kunststoffolie besteht. Es wird 
schrittweise von einer Anfangsrolle 21 zu einer Endrolle 22 transportiert. Uber dem Band 20 sind in einer 
Rcagcnzdosicrstation 23 mehrcre geratcseitige Halterungen 24 angeordnet, die mit Halterungselementen 27 
an den Duseneinheiten 25 zusammenwirken, um diese auswechselbar an definierten Positionen uber dem 
Band 20 zu positionieren. An den Halterungen 24 und an den Duseneinheiten 25 sind jeweils elektrische 

15 Kontakte 24a, 25a vorgesehen, die eine elektrische Verbindung zwischen dem Gerat und einer in eine 
Halterung 24 eingesetzten Duseneinheit ermoglichen. 

In Transportrichtung des Bandes 20 (Pfeil 26) hinter der Reagenzdosierstation 23 befinden sich weitere 
Bearbeitungseinheiten, im dargestellten Fall eine Probendosiereinheit 28, zwei Wascheinheiten 29a, 29b, 
eine weitere Reagenzdosierstation 31 und eine Me/teinheit 30. 

20 Das Analyseverfahren beginnt damit, da/3 Analyseflussigkeiten, insbesondere Reagenzien durch eine 

oder mehrere der Duseneinheiten 25 der Reagenzdosierstation 23 auf das Band 20 appliziert werden, die 
auf dem Band Reagenzbereiche 32 bilden. Um die gewunschte Flachenausdehnung der Reagenzbereiche 
32 senkrecht zu der Transportrichtung 26 zu gewahrleisten, haben die Duseneinheiten 25 mehrere 
nebeneinanderangeordnete Dusen in ihrem Dusenkopf 3. Alternativ oder zusatzlich konnen sie mit einer 

25 nicht dargestellten Mechanik quer zur Transportrichtung 26 des Bandes 20 beweglich sein. 

Durch die Probendosiereinheit 28 wird eine Probe zugegeben. Die Wascheinheiten 29a und 29b 
erlauben erforderlichenfalls die Durchfuhrung von Waschschritten. Die Reagenzdosierstation 31 erlaubt die 
Dosierung eines weiteren Reagenzes. Die Me/3einheit 30 dient dazu, eine fur die Analyse charakteristische 
physikalische Mefigrofle, beispielsweise die optische Reflexion oder Fluoreszenz bei einer bestimmten 

30 Mefiwellenlange zu messen. 

Auf nahere Einzelheiten moglicher Verfahrensfuhrungen wird hier nicht eingegangen. Die Erfindung 
kann bei einer Vielzahl verschiedener Verfahren (z.B. homogene und heterogene Immunoassays, enzymati- 
sche Bestimmungen etc.) eingesetzt werden, bei denen ein Analyseelement nach der Zufuhrung der 
Reagenzflussigkeit in einem kontinuierlichen Proze/3 zu einer Probenzugabestation transportiert, eine Probe 

35 mit der Reaktionsflache kontaktiert und eine in Folge der Reaktion von Probe und Reagenz eintretende 
physikalisch meflbare Veranderung gemessen wird. Diese Verfahrensweise wurde bereits fruher, insbeson- 
dere in der US-A-3 526 480 vorgeschlagen, auf welche hier Bezug genommen wird. 

Entscheidend im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung ist, da/3 bezuglich der Reagenzzugabe 
eine sehr einfache und flexible Anpassung an die Erfordernisse der jeweiligen Analyse moglich ist. So kann 

40 das Gerat durch einfaches Auswechseln der Duseneinheiten 25 auf verschiedene Analysen, die mit 
verschiedenen Reagenzien arbeiten, umgestellt werden, ohne da/3 Reagenzbehalter ausgetauscht und die 
ublicherweise verwendeten Zufuhrungsschlauche sowie Dosierungssysteme gespult werden mussen. Die 
Anordnung mehrerer Dusenelementhalterungen entlang der Transportbahn eines schrittweise in einem 
kontinuierlichen Proze/3 transportierten Analyseelementes ermoglicht es, einerseits mehrere verschiedene 

45 Reagenzien zu verschiedenen Zeitpunkten zu dosieren und andererseits auch fur ein einzelnes Reagenz die 
Zeit, die zwischen der Applikation auf dem Analyseelement und der Probenzugabe verstreicht, in einfacher 
Weise den jeweiligen Erfordernissen anzupassen. 

Ein derartig einfacher Aufbau war bisher nur mit Hilfe vorgefertigter Analyseelemente, wie sie insbeson- 
dere in der au/Jeren Form von Teststreifen oder als sogenannte "analysis slides" gebrauchlich sind, 

so moglich. Dies erforderte jedoch eine aufwendige Transportmechanik fur die Analyseelemente. Daruber 
hinaus mu/3ten die Analyseelemente zwischen Herstellung und Verwendung uber langere Zeit gelagert 
werden. Damit ist in Anbetracht der problematischen Lagerstabilitat solcher Analyseelemente ein hoher 
Aufwand verbunden. Die Erfindung ermoglicht es, das Analyseelement mit einer die gewunschte Reagenz- 
kombination enthaltenden Reagenzflache unmittetbar vor der Verwendung (d.h. vor der Zugabe der Probe) 

65 auf einfache Weise frisch herzuslellen. 

Das kontinuierlich transportierte Analyseelement mufl nicht notwendigerweise bandformig gestaltet sein. 
Je nach den Erfordernissen der Analyse konnten auch kleine Reaktionsgefafle, beispielsweise in Form von 
miteinander verketteten flachen Schalen aus Kunststoff oder andere kontinuierlich transportierbare Reagenz- 
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trager verwendet werden. 

Die Erfindung kann vorteilhaft fur die Applikation der verschiedensten in der klinischen Chemie Ublichen 
Reagenzien auf einem festen Trager verwendet werden. Beispielsweise konnen Enzyme, Substrate oder 
andere losliche Reaktionsbestandteile so auf den Trager aufgebracht werden, da/3 sie leicht eluierbar sind, 
5 urn in flussiger Phase zu reagieren. Aber auch fur die Applikation von tragerfixierten Reagenzien 
(insbesondere Antikorper, Antigene etc.) kann die Erfindung vorteilhaft eingesetzt werden. Schlie/3lich kann 
es zweckmaflig sein, auf der Trageroberflache, auf die die Applikation nach dem erfindungsgema/ten 
Verfahren erfolgt, bereits zuvor nach anderen Verfahren Reaktionsbestandteile aufzubringen. So kann 
beispielsweise ein Tragermaterial groflflachig mit einer Streptavidin enthaltenden Oberflachenbeschichtung 
io versehen sein, auf welche selektiv und gezielt biotinylierte Reagenzien appliziert werden, welche iiber die 
Biotin-Streptavidin-Bindung an den Trager gebunden werden. Nahere Einzelheiten sind in der gleichzeitig 
cingcrcichtcn europaischen Patentanmeldung "Analyseelement und Verfahren zu seiner Herstellung" 
(Anwaltsakte BM 3382/00/EP) beschrieben, auf welche hier Bezug genommen wird. 

Wenn gema/3 dem erfindungsgematfen Verfahren eine Mehrzahl verschiedener Reagenzflussigkeiten 
75 auf einen Reagenzbereich aufgebracht wird, tst es vorteilhaft, das Applikationsmuster so zu wahlen, da/3 die 
von Quanten verschiedener Reagenzflussigkeiten erzeugten Kompartimente sich gegenseitig nicht kontak- 
tieren. Dies gilt insbesondere, wenn die in den Flussigkeiten enthaltenen Reagenzien miteinander 
(zumindest im flussigen Zustand) interferieren. Vorzugsweise bilden dabei die Quanten verschiedener 
Reagenzflussigkeiten ein Muster von alternierenden Kompartimenten, wobei sie dicht beieinander, aber 
20 raumlich getrennt, vorliegen. Auch insoweit wird auf die genannte gleichzeitig eingereichte Anmeldung 
Bezug genommen. 

Ein solches Kompartimentmuster ist in Fig. 3 dargesteHt. 

Die Quanten der Reagenzflussigkeit bilden im dargestellten Beispiel eine Mehrzahl von reihenformigen 
Kompartimenten 35. die jeweils aus vielen dicht beieinander angeordneten Flachenelementen ("Dots") 36 

25 bestehen, die jeweils von einem Quantum der Reagenzflussigkeit erzeugt sind. Fur den Fall, da/3 der Trager 
in einem kontinuierlichen ProzeB, wie er in Fig. 2 dargestellt ist. mit der Reagenzflussigkeit beschickt wird. 
konnen die verschiedenen Kompartimente der gleichen Reagenzzusammensetzung zweckmatfigerweise aus 
verschiedenen Dusen der gleichen Duseneinheit 25 ausgesto/ten werden. Die Transportrichtung verlauft in 
diesem Fall parallel zu den Reihen 

30 (Pfeil 26). 

Die am oberen Rand der Fig. 3 angegebenen Buchstaben bezeichnen drei verschiedene Satze A,B,C, 
von Kompartimenten 35, wobei die Kompartimente 35 des gleichen Satzes die gleichen Reagenzien 
enthalten, wahrend die Reagenzien verschiedener Satze sich in ihrer chemischen Zusammensetzung 
unterscheiden. 

35 Statt der dargestellten alternierenden Reihen konnen auch andere Formen von Flachenelementen 
verwendet werden. Insbesondere kann ein Punktmuster, welches aus sich gegenseitig nicht uberlappenden 
Dots besteht, (so da/3 jeweils ein Dot ein Kompartiment bildet), zweckmaCig sein. 

Im dargestellten Beispielsfall haben die Dots innerhalb der Kompartimente einen Mittenabstand von 
wenig mehr als 0,1 mm. Der Mittenabstand der Kompartimente voneinander betragt ca. 0,26 mm. Dabei 
40 wurde von den drucktechnisch moglichen Kompartimenten nur jedes zweite verwendet. Grundsatzlich ist 
ein noch engerer Abstand der Flachenelemente moglich. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde festgestellt, da/3 eine solch enge mit dem erfindungsge- 
maflen Verfahren hergestellte Anordnung von aus verschiedenen Reagenzflussigkeiten bestehenden Fla- 
chenelementen in vielen Fallen vorteilhafte Analyseverfahren ermoglicht. Soweit bisher verschiedene 
45 miteinander unvertragliche Reagenzien in einem Analyseelement verwendet wurden, wurden diese in aller 
Regel in verschiedene Schichten eines mehrschichtigen Analyseelements integriert, wobei diese Schichten 
entweder separat hergestellt und anschlieCend zusammengefugt wurden oder nacheinander in einem 
schichtbildenden Verfahren auf eine Basisschicht aufgetragen wurden. Zwar wurde in der DE-C2-27 29 333 
bereits vorgeschlagen, miteinander unvertragliche Reagenzien im Siebdruckverfahren auf eine Flache 
so derartig aufzutragen, da/3 die Flachenelemente alternieren. Dieses bekannte Verfahren ist jedoch sehr 
aufwendig und erfordert lange Reaktionszeiten. In Verbindung mit dem erfindungsgemafien Verfahren ist auf 
einfache Weise ein so enger Abstand der Flachenelemente moglich, da/J sich nach Aufgabe der Probe die 
verschiedenen Reagenzien schnell praktisch vollstandig mischen und homogen reagieren. 

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erlauterung der Erfindung. 

55 

Beispiel 1: 

Die Tinte eines nach dem Bubble-Jet-Prinzip arbeitenden Tintenstrahl-Druckkopfes (Hewlett-Packard 

5 

BNSOOCID: <EP _ I > 



EP 0 469 444 A1 

Typ Quiet Jet plus) wird gegen eine Tartrazin-Farbstofflosung ausgetauscht. 
Daten des Druckkopfes: 

- 12 Dusen In Reihe angeordnet 

- Tropfendurchmesser ca. 75 urn 

5 - kleinstes dosierbares Quantum (1 Tropfen) 230 Pikoliter 

- maximale Druckdichte pro Druckschritt: 192 x 192 Tropf en/inch 2 

Dieser Druckkopf ist zusammen mit einem Tintenvorratsbehalter in einer entnehmbaren Cartridge unterge- 
bracht. Die Steuerung des Druckkopfes erfolgt uber einen Personal Computer mit Hilfe eines Basic- 
Steuerprogramms. 

70 Volumina zwischen 0,1 und 5 ul der Farbstofflosung (40 mg/ml Tartrazin in 40 mM Natriumphosphat- 

Puffer (NaPP) pH 7,4) wurden in Reagenzrohrchen, die mit 2 ml destilliertem Wasser gefullt waren, dosiert. 
Anschlieflcnd wurdc in eincm kommerzicll erhaltlichen Analysogerat (ES 22 der Boehringer Mannheim 
GmbH) sorgfaltig gemischt und die Extinktion bei 405 nm gemessen. Die Prazision der Dosierung wurde 
anhand von 15-fach Bestimmungen errechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt. 

75 

Beispiel 2: 

Bei diesem Beispiel wurde analog zu Beispiel 1 eine Losung von 0,5 mg/ml des Enzyms Peroxidase in 
40 mM NaPP pH 7,4, 3 Gewichts-% Polyvinylpyrrolidon, 0,01 Gewichts-% Triton-X-100 dosiert. In den 
20 Rohrchen war in diesem Fall jeweils 2 ml ABTS R -Substratlosung (1,9 mmol/l 2,2'-Azino-di-[3-athyl- 
benzthiazolin-sulfonsaure (6)] -diammoniumsalz; 100 mmol/l Phosphat-Citrat-Puffer pH 4 ; 4; 2,2 mmol/l 
Natriumperborat) vorgelegt. Die dosierten Volumina lagen zwischen 0,23 und 80 nl. Die Bestimmung der 
Extinktionen und der Dosierprazisionen erfolgten analog zu Beispiel 1. 
Die Ergebnisse von Beispiel 2 sind in der Tabelle 2 dargestellt. 

25 

Tabelle 1 



VOLUMEN (ul) 


0,1 


0,2 


0,6 


2 


5 


VK (%) 


1,4 


0,96 


0,63 


0,57 


0,65 



Tabelle 2 



VOLUMEN (nl) 


0,23 


0,46 


1 


20 


80 


VK (%) 


7,77 


4,95 


3,84 


4,1 


1.98 



In den Tabellen ist jeweils das Soll-Volumen und der Variationskoeffizient VK angegeben. Die VK-Werte, 
40 die sich auf jeweils 15 Messungen beziehen, zeigen, dafl die Prazision der Dosierung (in Relation zu den 
sehr geringen Volumina) ausgezeichnet ist. 

Beispiel 3: 

45 Mit einem Druckkopf entsprechend den Beispielen 1 und 2 wird eine Reagenzflussigkeit mit folgender 
Zusammensetzung verarbeitet: 



100 mM 


Tris/HCI pH 7,9 


15 mM 


Tribromhydroxybenzoesaure i 


5 mM 


3-Methyl-2-benzo-(2'-sulfoHhiazolinon-hydrazon 


50 U/ml 


Sarcosin-Oxidase 


10 U/ml 


Peroxidase 



Die Beschichtungslosung wird mit maximaler Druckdichte (192x192 Tropfen/inch 2 ) auf ein saugfahiges 
Papier aufgebracht, wobei sechs getrennte ReagenzMachen erzeugt werden. Der Auftrag wird dreimal 
wiederholt, wobei die insgesamt applizierte Menge an Reagenzflussigkeit etwa 3,9 ul/cm 2 betragt. Anschlie- 
/tend wird bei Raumtemperatur getrocknet (ca. 30 min.) oder sofort die Probe aufgetragen. 
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Tragt man auf die so erhaltenen sechs Reagenzflachen jeweils 1 ul Probe mit unterschiedlichen 
Sarcosin-Konzentrationen zwischen 0 und 100 mM auf. so ergibt sich nach etwa 1 min ein gut abgestufter 
Farbumschiag, der in ublicher Weise katibriert und reflexionsphotometrisch vermessen werden kann. Die 
visuelle Delekiionsgrenze liegl bei ca. 10 ng Sarcosin/ul. 
5 Das Beispiel zeigt, da/3 erfindungsgematf auch ein mit relativ hohen Reagenzmengen arbeitendes 

Analyseelement fur einen enzymatischen Test auf einfache Weise hergestellt werden kann. Gegenuber 
konventionellen Tests ergibt sich eine bedeutende Ersparnis an Reagenz und es kann mit einer sehr kleinen 
Probenmenge gearbeitet werden. Die niedrige Nachweisgrenze zeigt, da/J die Enzymaktivitat praktisch 
vollstandig erhalten geblieben ist. 

w 

Beispiel 4: 

Eine Analyse des Schilddrusen-Hormons TSH wird einerseits mit einem konventionellen Immun- 
Analysesystem (Enzymunsystem ES 22 der Boehringer Mannheim GmbH, Versuch A) und andererseits mit 
75 einem erfindungsgematf modifizierten System (Versuch B) durchgefuhrt Die einzelnen Schritte laufen bei 
Versuch B wie folgt ab: 

a) Es werden mit Streptavidin beschichtete Polystyrol-Tubes (Herstellung nach EP-A-0344578) verwen- 
det. In diese werden jeweils 100 ul Probe bzw. Standard dosiert. 

b) Mit Hilfe eines Druckkopfes wie bei den Beispielen 1-3 wird 10 ul einer uber einen 0,8 urn Filter 
20 filtherten Konjugatlosung appliziert. Die Konjugatlosung enthalt 18 U/ml eines Konjugates aus einem 

gegen TSH gerichteten monoklonalen Antikorper (ECACC 87122202) und Peroxidase in 80 mM 
Natriumphosphat-Puffer (NaPP) pH 7,4. 

c) Uber die Dosiereinheit des genannten Systems wird 1 min nach Zugabe des Konjugates 1ml 
Inkubationspuffer (80 mM NaPP pH 7,4 mit 1250 ug/ml eines biotinylierten monoklonalen Antikorpers 

25 gegen TSH (ECACC 87122201), 2g/l Rinder-Serumalbumin, 1 g/l Rinder-IgG) zudosiert. (Die Biotiny lie- 
rung des Antikorpers erfolgte gematf JACS 100 (1978,3585-3590) durch Umsetzung mit N- 
hydroxysuccinimid-Biotin im Verhaltnis 10:1). 

d) Anschlie/tend wird fur 60 min inkubiert. 

e) Mit der Dosiereinheit des verwendeten Systems werden funf Waschschritte, jeweils bestehend aus 
30 Absaugen der Reagenzlosung und Zudosierung von Leitungswasser durchgefuhrt. 

f) Wiederum uber die Dosiereinheit wird 1 ml Enzymun-ABTS R -Substratl6sung zudosiert. 

g) Es wird fur 30 min inkubiert. 

h) Die Extinktion der Substratlosung wird mit Hilfe der photometrischen Mefleinrichtung des Systems bei 
405 nm vermessen. 

35 Bei dem konventionellen Vergleich (Versuch A) werden die Schritte b und c zusammengefatft. Das 
Konjugat aus Schritt b ist in diesem. Fall in einer Konzentration von 18 U/ml in dem unter Schritt c 
beschriebenen Inkubationspuffer zugesetzt. 1 ml dieser Gesamtlosung wird uber die Dosiereinheit des 
genannten Systems zudosiert. 

Die Eichung erfolgt mit ublichen Standards zwischen 0 und 51,1 uU TSH/ml. 

40 

Tabelle 3 



Prazision / Wiederfindung von Kontrollseren 


Versuch B 


Versuch A 


x (uU/ml) 


1,8 


1,99 


VK (%) 


3.1 


2,9 


x (uU/ml) 


5,74 


6,26 


VK (%) 


4,8 


3,2 



In Tabelle 3 sind die Ergebnisse fur zwei verschiedene Sollwerte (1,9 uU/ml und 6.0 uU/ml) von 
Kontrollseren mit jeweils 12 Messungen einerseits fur den erfindungsgemaBen modifizierten Verfahrensab- 
lauf und andererseits fur den Vergleichsversuch wiedergegeben. Es werden vergleichbare Ergebnisse 
hinsichtlich Prazision und Wiederfindung des Sollwertes erreicht. 

Fig. 4 zeigt die Eichkurven der Versuche A und B. d.h. die Extinktion E in Abhangigkeit von der 
Konzentration von Standardlosungen. Die Tatsache, dai3 beide Kurven sehr eng ubereinstimmen, ist ein 
weiterer Beleg dafur, da/3 die Eigenschaften proteinhaltiger Losungen, im vorliegenden Fall des Antikorper- 
Enzymkonjugates. durch die Applikation mit dem erfindungsgemaCen Verfahren praktisch nicht verandert 
werden. 
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Dieses Ergebnis belegt in besonderem Mafle die Eignung des erfindungsgemaflen Verfahrens zur 
Dosierung von sehr kleinen Quanten von ReagenzflUssigkeit, weil der Analyt TSH in einer extrem niedrigen 
Konzentration gegenwartig ist. 

5 Patentanspriiche 

1. Verfahren zum dosierten Zufuhren einer biochemischen Analyseflussigkeit auf ein Target, bei welchem 
die Flussigkeit in kleinen Quanten stoflweise aus einer Dusenkammer durch eine Duse auf das Target 
ausgesto/Jen wird, dadurch gekennzeichnet, daO ein Teilvolumen der Flussigkeit in der Dusenkam- 

io mer jeweils kurzfristig verdampft und expandiert wird, um ein Quantum der Flussigkeit durch die Duse 

auszustotfen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Analyseflussigkeit eine ReagenzflUs- 
sigkeit ist. 

75 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Analyseflussigkeit ein Protein, 
insbesondere ein Bindeprotein, ein Enzym, einen Antikorper, ein Antikorper-Enzym-Konjugat, ein 
Antigen, ein Hapten oder ein Substrat enthalt. 

20 4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, da/3 das Target ein 
Reaktionsgefa/3 ist, dem die Analyseflussigkeit zugefuhrt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, da/3 das Target ein 
Reagenzbereich eines Analyseelementes ist, mehrere Reagenzflussigkeitsquanten nacheinander ausge- 

25 stolen werden und die Duse und das Analyseelement relativ zueinander derartig bewegt werden, da/3 

die von den Reagenzflussigkeitsquanten in dem Reagenzbereich erzeugten Dots ein vorbestimmtes 
Muster von Kompartimenten in dem Reagenzbereich bilden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da/3 das Analyseelement nach der Zufuhrung 
30 der ReagenzflUssigkeit in einem kontinuierlichen Proze/3 zu einer Probenzugabestation transportiert, 

eine Probe mit dem Reagenzbereich kontaktiert und eine infolge der Reaktion von Probe und Reagenz 
eintretende physikalisch metfbare Veranderung gemessen wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, da/3 mehrere verschiedene Reagenz- 
35 flussigkeiten jeweils aus einer gesonderten Dusenkammer durch gesonderte Dusen ausgesto/3en 

werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, da/3 die von Quanten verschiedener Reagenz- 
flussigkeiten erzeugten Kompartimente in dem vorbestimmten Muster sich im wesentlichen nicht 

40 kontaktieren. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Quanten verschiedener Reagenzflus- 
sigkeiten ein Muster von alternierenden Flachenelementen bilden, bei dem Quanten verschiedener 
Reagenzflussigkeiten benachbart, aber raumlich getrennt voriiegen. 

45 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 9, dadurch gekennzeichnet, da/3 ein von einem Quantum 
ReagenzflUssigkeit erzeugter Dot auf der Reagenzflache eine Flachenausdehnung von weniger als 2 
mm 2 hat. 

50 11. Vorrichtung zum dosierten Zufuhren einer biochemischen Analyseflussigkeit auf ein Target, 

bei der die Analyseflussigkeit herstellerseitig vorgepackt in einer mit einer DUse (5) versehenen 
DUsenkammer eines disposiblen DUsenelementes (25) enthalten ist, 

55 dadurch gekennzeichnet, da/3 

die Dusenkammer (4) ein Heizelement (11) in thermischem Kontakt mit der Flussigkeit aufweist, durch 
welches ein Teilvolumen der Analyseflussigkeit (6) kurzfristig verdampft und expandiert werden kann, 
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um ein Quantum der Analyseflussigkeit (6) durch die Duse (5) auszusto/ten und 

autfenseitig an dem Dusenelement (25) ein Halterungselement (27) und elektrische Kontakte (25a) 
vorgesehen sind, um das Dusenelement an ein Analysegerat auswechselbar mechanisch und elektrisch 
5 anzuschfietfen. 

70 
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